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!"#$%& 的锌指 ’() 结合区在大肠杆菌中的功能性表达

赵志虎" 胥全彬 马清钧
（军事医学科学院生物工程研究所，北京 0""3%"）

摘 要 锌指蛋白是最大的蛋白家族，是识别核酸最常见的、最有效的结构元件。通过选择合适的表达载体及诱

导表达条件，实现了小鼠转录因子 B;C!23 的锌指 D*4 结合区在大肠杆菌中的部分可溶性表达。凝胶迁移率移动试

验证实纯化的可溶部分锌指 D*4 结合区可以特异性识别、结合其天然靶序列，提示锌指 D*4 结合区在大肠杆菌中

得到了功能性表达。锌指 D*4 结合区在大肠杆菌中的功能性表达成功为锌指蛋白.D*4 相互作用的胞内遗传筛选

模型的建立奠定了基础。
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锌指结构是一种长约 #" 个氨基酸的最常见的

核酸识别基序，整个肽段通过锌离子与半胱氨酸和F
或组氨酸的螯合配位形成一种稳定的“指头”样高级

结构。自 0/3% 年在非洲爪蟾转录因子 57GGG4 中发

现第一个锌指以来［0］，目前已在 !"%"" 多种蛋白中

发现 21""" 多种不同的锌指序列，成为所有 D*4 结

合蛋白中最庞大的一个家族［!］，事实上也是最大的

蛋白家族，这表明锌指结构在进化上是识别核酸最

常见、最成功的一种结构模式，因此成为研究蛋白.
核酸特别是蛋白.D*4 相互作用的理想材料［#］。锌

指蛋白.D*4 相互作用的研究，对于蛋白—D*4 识

别规律的揭示、序列特异性 D*4 结合蛋白的设计与

筛选以及特定基因表达调控的人为干预等具有重要

意义。

早期的经典方法如 D?,H6 G 足迹法、甲基化保护

实验等，对于锌指.D*4 的相互作用的研究起到了重

要作用［$—2］，但以上这些实验都是体外实验，很难真

实地反应体内锌指—D*4 相互作用规律。鉴于此，

我们拟以小鼠转录因子 B;C!23［$］为材料，首先实现

其锌指 D*4 结合区在大肠杆菌中的克隆与功能性

表达，进而建立一种研究锌指蛋白.D*4 相互作用的

体内遗传筛选模型。

* 材料与方法

*+* 材料

*+*+* 菌株与质粒：大肠杆菌 DI%!+JK、L+0"/；质

粒 MNJ03，MO9P.!5 本室保存，MQRS.B;C!23，来源于

45JJ。

*+*+$ 试剂：30(K"、.+4I"、5$ D*4 连接酶、5,T
D*4 聚合酶、UCV D*4 聚合酶、蛋白分子量标准、核

酸分子量标准、GU5O、W*5U、P.X,(、QV(Y Z K6W;U,@Y
OS5 UV[;C;@,\;’? +’WV(6H 等为 U[’:,X6、Q;’(,A、U=,:,[.
@;,( 等公司产品。

*+*+, 培养基：锌指蛋白表达需用专用培养基 ]Q.
B;C，其组成为在 ]Q 的基础上添加 0""::’(F] B?J(!，

0""#XF:] ].酪氨酸，!"::’(F] 的 I9U9S（用 *,^I 调

MI 1_"）以 及 不 同 浓 度 的 GU5O，氨 苄 青 霉 素 0""

#XF:]。

*+$ 方法

*+$+* 常规分子克隆技术：根据文献［1］以及 *6‘
9?X(,?W Q;’(,A、U[’:6X, 等公司产品说明书进行。

*+$+$ 锌指 D*4 结合区的 UJK 扩 增：根 据 锌 指

D*4 结 合 区 在 整 个 B;C!23 蛋 白 中 的 位 置 及 其 序

列［$］，设计如下两条的引物，两端分别添加 30(K"、

.+4I"酶切位点，#a.端引物的末尾添加终止密码
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$%&：’()##""#!**"##*"***#!#!"*!!")+( 对 应 于 %&#
结合区的氨基端

$%*：’()#*""##!!*!!#!*#"!**!!*!"!*!!###!"")+( 对

应于 %&# 结合区的羧基端

$*, 按照如下条件进行：在 -..!/ 反应体系中

顺序加入去离子水、二甲亚砜 %012、聚合酶缓冲

液、3 种脱氧核苷酸混合物 3 4 5&!$、模板、引物、

%&# 聚合酶，使引物终浓度为 -6789:!/、5&!$ 的终

浓度为 .;<=789:/，%012 浓度为 <> ? +>（ ! :! ）。

整个操作过程在冰浴条件下进行，并采用热启动

$*, 程序。

!"#"$ %&# 序列分析：由上海博亚生物公司完成。

!"#"% 菌体的诱导表达：挑选单克隆接种 ’7/ /@)
ABC 培养基（#6 -..!D:7/），+EF振摇（<’. G:7B=）培养

过夜，按 <>的比例取过夜培养物接种于摇瓶，相同

条件继续振摇培养 < ? +H，培养物 "#I.. 值为 .;+ ?
.;’ 时，加入不同浓度的 J$!"，<’ ? +.F振摇诱导培

养（<’. G:7B=）3 ? IH，离心收获菌体。1%1)$#"K 分

析蛋白表达情况。

!"#"& 蛋白的纯化：谷胱甘肽转移酶 "1! 融合蛋白

的纯化采用 $HL7LGMBL9 公司的 @N9O P ,Q5B$LMO "1!
$NGBCBMLRB8= 085N9QS 并参照其产品说明进行。主要分

为谷胱甘肽 1Q6HLG8SQ*/ 3@ 的准备、样品的制备、结

合与洗脱、酶切与分离等步骤。

!"#"’ 凝胶迁移率移动试验：

（-）双链 %&# 探针的制备：采用 T9Q=8U 大片段

%&# 聚合酶补平法。在 -.!/ 反应体系中，取 ABC<IV
的结合位点的两条互补链以及随机互补核苷酸片段

各 -.6789，-. 4 退火缓冲液 -!/，W’F煮沸 ’7B=，缓

慢降至 I’F，维持 -H，再降至室温。向退火混合物

中加入 <!/ %!!（<.7789:/）、+’!/ 5&!$、’!/ -. 4 随

机 标 记 缓 冲 液（ -..7789:/ 0D*9<， W..7789:/
XK$K1，6X I;I）、’!/")

+< $ 5#!$ 以及 +N 的 T9Q=8U
大片段聚合酶，室温反应 + ? -<H，得到标记好的探

针，Y <.F 保 存 备 用。根 据 文 献［3］，合 成 的 含 有

ABC<IV 保守结合位点的两条互补寡核苷酸链片段的

序列如下，其中阴影部分为 ABC<IV 的结合位点。

A@-：’()##!!* #!"*"!"""*"" *!"*#"")+(
A@<：+()))" !#*"*#***"** "#*"!**#!"*))’(

（<）结合反应：在结合缓冲液（-.7789:/ !GBS)*9
6X E;’，-..7789:/ T*9，-7789:/ 0D*9<，-7789:/
%!!，.;-7789:/ A=*9<，-.> "9ZMQG89，.;.’> @1#，

3> [BM899)3..）中加入 .;<=789 标记好的双链探针，

’!D:!/ 的鲑鱼精 %&# 以及不同浓度的蛋白，室温保

持 -’7B=，取 -.!/ 样品进行 -<>非变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳（-’.\ 4 -;’H），电泳完毕，放射自显影。

# 结果

#"! ()*#’+ 锌指 ,-. 结合区的 /01 扩增及克隆

以质粒 6@T1)ABC<IV 为模板，以 $%&、$%*为引物，

在 ’+F下退火扩增得到含有 ABC<IV 锌指 %&# 结合

区的片段 %（图 -）。

图 - ABC<IV 锌指 %&# 结合区片段 % 的 $*, 扩增

[BD]- !HQ $*, 8C CGLD7Q=R % M8=RLB=B=D AB=M CB=DQGS %&#
^B=5B=D 587LB= 8C ABC<IV

$*, 扩 增 产 物 经 $G87QDL 公 司 _B‘LG5!0 $*,
$GQ6S 试剂盒纯化、$%&X#、’(),#酶切后，与用同

样限制酶处理的 6a*)-V 连接。连接产物转化大肠

杆菌 %X’"0*,，挑取单克隆。经大小、酶切鉴定及

序列测定，得到全序列正确的克隆 6a*)%。

#"# ()*#’+ 锌指 ,-. 结合区在大肠杆菌中的表达

用 $%&X#、’(),#酶切质粒 6a*)%，回收目的

片段，插入到 6"Kb)<!，进行表达质粒的构建。表达

质粒经大小、酶切鉴定，得到正确克隆 6"Kb)%（图

<）。

图 < 表达质粒的双酶切鉴定（’(),# c $%&X#）

[BD]< !HQ GQSRGBMRB8= L=L9ZSBS 8C Qd6GQSSB8=
69LS7B5S（’(),# c $%&X#）
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表达质粒 !"#$%& 转化大肠杆菌 ’()*+，挑取单

克隆，过夜培养，,-稀释接种，以 .*!/0123 456" 诱

导，诱导后在 ,7 8 9*:下继续培养 9 8 .;，进行蛋白

的表达，结果（图 9）发现：锌指 &<= 结合区得到了表

达，在大小为 9.>*?& 的地方出现目的条带，此外，在

超声破菌上清中含有明显的融合蛋白，这表明在所

选择培养条件下，锌指蛋白 &<= 结合区在胞内得到

了部分可溶性表达。

!"# 融合蛋白的纯化

离心收集培养菌体，超声破菌，离心分离含有目

的蛋白的上清，与准备好的谷胱甘肽 @A!;BC0DA .E 混

合，使目的蛋白与之结合。结合混合物一部分用含

有谷胱甘肽的洗脱液洗脱，得到融合蛋白，另一部分

用凝血酶切割，再行洗脱分离，分别得到谷胱甘肽转

移酶及锌指 &<= 结合区，纯化结果见图 9。从图中

可以看到：利用亲和层析可以得到特异的融合蛋白

"@6%&，而且融合蛋白在凝血酶的作用下，可在融合

位点处特异地被切割，得到游离的目的蛋白 &。

图 9 蛋白纯化产物的 @&@%5="#
FGHI9 @&@%5="# BJB1KDGD 0L !MCGLGAN !C0NMOP

) 8 + CA!CADAJP P;A !MCGLGAN &，"@6，"@6%&，P;A DM!ACJBPBJP，

!A11AP BJN P0PB1 !C0PAGJD 0L ’()*+（!"#$%&）1KDBPA QGP; 456"

GJNMOPG0J，P;A P0PB1 !C0PAGJD 0L ’()*+（!"#$%&）QGP;0MP 456"

GJNMOPG0J，P;A !C0PAGJD 0L ’()*+（!"#$%,6）QGP; BJN QGP;0MP

456" GJNMOPG0J，CAD!AOPGRA1KI

!"$ %&’!() 锌指 *+, 结合区的 *+, 结合活性分

析

虽然 &<= 结合区与谷胱甘肽转移酶融合，在大

肠杆菌中获得了稳定的、部分可溶性表达，但所得锌

指融合蛋白是否仍保持其 &<= 结合活性？为此，本

研究又通过 &<= 结合凝胶迁移率移动试验，对其体

外的结合特性进行了分析。

结果（图 .）表明：无论是融合蛋白 "@6%&，还是

单独的锌指 &<= 结合区 &，都保持了与特定靶位点

&<= 结合的特性，这与文献报道 "@6 与真核转录因

子融合表达，通常并不影响转录因子的 &<= 的结合

活性相一致［S］。

图 . 纯化蛋白的凝胶迁移率移动试验

FGHI. 6;A HA1 /0TG1GPK D;GLP BDDBK L0C !MCGLGAN "@6%& BJN &I
4，44 G11MDPCBPA P;A TGJNGJH CADM1PD 0L !C0PAGJ "@6%&，&I

F，E GJNGOBPA P;A LCAA，T0MJN !C0TAI

) 8 + !CADAJP *，.，S，)U，9,，U.，),S，,7U，

BJN 7),J/0123 !C0PAGJ，CAD!AOPGRA1KI

虽然体外结合活性不能完全反映体内情况，但

是由于我们在融合蛋白的整个纯化制备过程中，始

终保持着较为温和的条件，更为重要的是，我们并没

有对目的蛋白进行复性等步骤，因此体外的凝胶迁

移滞留实验，与其在胞内的 &<= 结合活性，应具有

很好的相关性，而体内遗传模型的最终成功建立［+］，

更直接验证在我们设定的培养条件下，锌指蛋白的

&<= 结合区确实在大肠杆菌中得到了功能性表达。

# 讨论

外源基因在大肠杆菌中的表达受多种因素影

响［)*］，而锌指蛋白在大肠杆菌中的严格可调控、稳

定、功能性表达，对于体内遗传筛选模型的建立又非

常重要。因此，在载体的选择及蛋白的表达上进行

了一些尝试。本研究起初试图在大肠杆菌中实现游

离锌指蛋白的表达，但未获成功，因此转而考虑融合

表达系统。谷胱甘肽转移酶 "@6 融合表达系统具

有高效、易于纯化及调控严格等优点，非常适合外源

蛋白尤其是真核转录因子的功能性表达［S］。此外，

由于在本设计的最后遗传筛选试验中，需要将表达

质粒、报导质粒转到同一大肠杆菌宿主中，因此还必

须考虑两个质粒的相容性以及对宿主的要求，由于

"@6 融合表达载体 !"#$%,6 本身含有 1BO4! 基因，对

宿主没有任何要求。基于 !"#$%,6 的以上优点，我

们选择它来进行锌指蛋白在大肠杆菌中的功能性表

达。

本实验中，通过特定培养基、培养条件（低温、低

浓度 456" 的诱导）、特定融合伴侣等的选择，实现了

锌指蛋白 &<= 结合区在大肠杆菌中的部分可溶性
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表达，而该蛋白未经复性条件下，在体外即可以与特

定靶位点 !"# 特异性的结合，这初步表明，其在胞

内很可能是具有功能性即保持 !"# 结合特性的。

随后体内遗传筛选模型的建立以及识别天然靶序列

锌指突变体的获得［$，%%］，进一步表明在大肠杆菌中

可溶表达的 &’()*+ 锌指 !"# 结合区确实保持了其

特定的 !"# 识别、结合特性，具有特定的生物学活

性。此外，研究结果还表明，在体外游离的锌指蛋白

!"# 结合区在随着高浓度而出现两条信号（图 ,!
的泳道 +、$），这表明高浓度的游离锌指蛋白 !"# 结

合区可能相互作用形成了二聚体。最近，-./.(01’ 等

人在研究锌指蛋白 2324 时，发现其在体内也能形

成二聚体甚至三聚体［%)］。

最近，本研究小组还利用硫氧还蛋白的翻译耦

联系统，实现了单独锌指 !"# 结合区在大肠杆菌中

的完全可溶性表达［%5］。单独或融合形式锌指结合

区在大肠杆菌中的功能性表达，为锌指蛋白6!"# 相

互作用的体内遗传筛选模型的建立，奠定了基础。

最近发现，锌指蛋白除了可以识别 !"#、7"#、!"#8
7"# 杂交双链并与之相互作用外，还可以介导蛋白6
蛋白相互作用，因此本实验还将对锌指蛋白6核酸8
蛋白相互作用的研究提供便利。
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